
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
’()*!"+(*#
,-.

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%%

收稿日期：!///0%10%$，修回日期：$%%%0%$0$1。

基金项目：国家攀登计划（1&0#!）和植物病虫害生物学国家重点实验室开放课题资助项目（/123%/，//23%#）。

" 中国农业科学院植物保护研究所博士研究生，现为清华大学生物科学与技术系博士后。

"" 联系人。

大麦黄矮病毒!"#株系外壳蛋白基因在大肠杆菌中的高效表达

常胜军" 马占鸿 王锡锋 李 莉 周广和""

（中国农业科学院植物保护研究所 植物病虫害生物学国家重点实验室 北京 !%%%/4）

关键词 大麦黄矮病毒，外壳蛋白基因，表达

中图分类号 56/# 文献标识码 7 文章编号!%%%0#%"!（$%%%）%#0%4%%0%#

大麦黄矮病毒（893’:）是一种由蚜虫专化性传播的循
回非增殖型单链正义;+7病毒，是黄症病毒属（<=>?(@AB=:）
的代表成员。893’C7’是我国的主流株系之一，它与美
国的893’,7’有较强的血清学关系，但美国的,7’仅
由麦长管蚜传播，而我国的C7’除麦长管蚜传播外，还可由
麦二叉蚜传播［!，$］。近年来，有关麦蚜传播病毒专化性的研

究已成为893’的研究热点［#］。893’病毒的传播涉及病
毒粒子表面成分与蚜虫体内专化性受体的相互作用，893’
病毒粒子表面主要成分是D2，另外一个次要成分是通读蛋
白（;52）［4!E］，要揭示麦蚜传播病毒的专化性机制，获得有
功能的D2是开展这一工作的基础。
编码$!F3外壳蛋白的基因位于893’;+7的中部。

我们已将893’C7’的D2基因进行了克隆和序列分析［1］，

D2全长"%%G>，与893’,7’相应片段的序列同源性为

/EH&I，氨基酸序列同源性为/"H&I。本文报道893’
C7’外壳蛋白基因原核表达载体的构建及其在大肠杆菌中
高效表达。

$ 材料与方法

$%$ 菌株和质粒
重组质粒JCD!#（含893’C7’株系D2完整编码基因

克隆）由本人构建［1］。大肠杆菌8<$!（3K#）由北京大学生命
科学院李毅教授提供。大肠杆菌L,!%/、L,!%/（3K#）和原
核表达载体JK50&-购自2B(M?N-公司。

$%& 试剂和其它材料
硝酸纤维素膜为2-))C?)M-GOPA?GP?:公司产品；蛋白质

分子量标准购自上海丽珠东风生物技术有限公司；丙烯酰

胺、甲叉双丙烯酰胺、5BA:、O3O和Q25C购自上海生工生物
工程公司；R?:>?BGS)(>试剂盒购自2B(M?N-公司；893’
,7’抗血清由美国普渡大学<A:>?B教授惠赠。

$%’ 原核表达载体的构建

.+3TQ酶切含有893’C7’外壳蛋白基因P3+7的
重组质粒JCD!#［1］，!I琼脂糖凝胶电泳回收"%%SJ的片段。

JK50&"以.+3TQ进行酶切，与回收的片段进行连接并转化
大肠杆菌L,!%/，经含有氨苄青霉素的选择性培养基筛选，
碱法提取质粒3+7进行酶切鉴定插入片段的大小及方向。
将筛选出的阳性克隆转入大肠杆菌8<$!（3K#）菌株中。质
粒提取，酶切，回收，连接和转化均参照O-MSB((F等［/］的方
法。

$%( )*+#!"#外壳蛋白的诱导表达
含有893’C7’外壳蛋白基因表达载体的8<$!（3K#）

于#EU活化过夜后，!V!%%稀释到&%M<<8培养基（含

!%%#N／M<7MJ），继续在#EU摇床培养至对数生长中期
（45"%%W%H"）。加入Q25C至终浓度%*4MM()／<，培养"!
1X。取!M<菌液于!H&M<离心管中，4%%%B／MAG离心

!MAG，收集菌体，加入!&%#<上样缓冲液（4%MM()／<5BA:0
TD)，JT"H1，!%I甘油，$IO3O，&I巯基乙醇，%H!I溴酚
蓝），煮沸!%MAG，离心，置4U备用。

$%, -+-.聚丙烯酰胺凝胶电泳分析
浓缩胶浓度为&I，分离胶浓度为!$I，电泳缓冲液为

$&MM()／<5BA:，$&%MM()／<甘氨酸，%H!IO3O，JT1H#。以

1’／PM恒压进行浓缩，溴酚蓝进入分离胶后电压调至!&’／

PM，电泳&X，电泳完毕后，用考马斯亮蓝染色液（考马斯亮蓝

;0$&%!H$&N，冰乙酸4"M<，甲醇$$EM<，加蒸馏水$$E
M<）染色过夜，用脱色液（!%I冰乙醇，!%I甲醇）置脱色摇
床上脱色数次，以蛋白条带清晰，背景透明为止。经激光蛋

白扫描仪扫描，自动积分仪估测表达效率。

$%/ 01231456783分析

$%/%$ 转膜：经O3O027CK的凝胶在转移缓冲液（$&
MM()／<5BA:，!/$MM()／<甘氨酸，$%I（’／’）甲醇，JT1H#）
漂洗，按照O-MSB((F等［/］的方法将蛋白质从聚丙烯酰胺凝
胶电转移到硝酸纤维素（+D）膜上（4%’，4X）。



!"#"$ 封闭：将转移完毕的!"膜在#$%&缓冲液（’(
!)"*，+,-(."*，+,-/(.0-#1/，2,//(!)-0#1/，+,-34
&5667，定溶在2+++34蒸馏水中，809,/）中漂洗一下，转入
封闭液（#$%&:;<$%=）中封闭2!->。

!"#"% 第一抗体反应：经封闭后的!"膜在用#$%&稀释
的$?@AB=A抗血清（2C;++）中/D孵育->，用#$%&洗膜

E次，每次2+3F7。最后用&$%&缓冲液（2;+33G*／4!)"*，

;+33G*／4&HFIJ"*，+,-34&5667，定溶在2+++34蒸馏水
中，809K;）洗膜2次，2+3F7。

!"#"& 第二抗体反应：加入&$%&稀释的碱性磷酸酶标记
的羊抗兔L(M（2C9;++），室温下孵育2>，&$%&洗膜E次，每
次2+3F7。

!"#"’ 显色：将!"膜置于含有氮蓝四唑（!$&）和;J溴J/J
氯JEJ吲哚磷酸（$"L#）的显色液中显色至条带清晰，将膜放
入蒸馏水中漂洗终止显色反应。取出晾干，拍照。

$ 结 果

$"! 大肠杆菌表达载体的构建
以!"#0L酶切8M"2E，电泳回收N++O8目的@!=片

段，与!"#0L酶切处理的8P&J;)进行连接（图2），然后转
化、筛选阳性克隆，最后鉴定方向用$%&L和’#"L双酶切，
其中8P";转化子能产生N++O8片段，与预期的结果一致，
为正向插入的重组子（图-）。

图2 $?@AM=A"#（1QRE）基因原核表达

载体8P";构建示意图

$"$ ()(*+,-.分析

2-<%@%J#=MP分析的结果表明，#P";在$4-2（@PE）
中经L#&M诱导后，产生-/S@的特异蛋白条带，未经诱导的
工程菌和含8P&J;)的$4-2（@PE）则没有相应的条带（图

E），说明"#基因得到了正确表达。经光密度扫描估测，其表
达量占大肠杆菌总蛋白的2TK;<。
为了进一步检验所表达的特异蛋白是否为目的基因的

表达产物，以$?@AB=A株系抗血清为第一抗体，碱性磷

图- 8P";的酶切鉴定

=：@!=3G*6UV*)H3)HS6H

$：8P";WF(6IX6WOY$%&L)7W’#"L

酸酯酶标记的羊抗兔L(M为第二抗体，以!$&和$"L#为显
色底物，对8P";的大肠杆菌表达产物进行 Z6IX6H7O*GX分
析，结果证实8P";经L#&M诱导后表达的特异蛋白即为目
的基因的表达产物（图/）。

图E 细菌表达产物%@%J#=MP的电泳

=：BG*6UV*)H3)HS6HI；$：8P&J;)5FX>GVXF7WVUXFG7

"：8P&J;)F7WVU6W5FX>L#&M；@：8P";5FX>GVX

F7WVUXFG7；P：8P";F7WVU6W5FX>L#&M
（=HHG5F7WFU)XF7(6[8H6II6WUG)X8HGX6F7）

% 讨 论

影响外源基因在大肠杆菌中表达的因素很多，包括启动

子强度，%@序列，转录终止序列，%@序列至起始密码子=&M
之间的距离，目的基因;’端密码子使用频率，宿主菌种类，转
录出的3Q!=的稳定性及二级结构，表达产物的稳定性及
诱导条件等。姚华建等报道［22］，利用原核表达载体8$A--+
构建了甜菜坏死黄脉病毒（$!?AA）外壳蛋白基因的重组质
粒，在大肠杆菌@0;"中得到了高效表达。作者也曾构建了

$?@AM=A"#与8$A--+的重组质粒，并转入@0;"中进
行表达，%@%J#=MP和Z6IX6H7O*GX均未检测到表达蛋白，优
化条件，更换菌株均无效。后将原核表达载体换成8P&J;)，
用公司推荐的表达菌株\B2+T（@PE）进行表达，结果也没表
达，但将表达菌株\B2+T（@PE）换成$4-2（@PE）后，$?@A
M=A"#的原核表达载体8P";得到了高效表达。

2+/E期 常胜军等：大麦黄矮病毒M=A株系外壳蛋白基因在大肠杆菌中的高效表达



图! "#$%表达产物的&’()’*+,-.))/+0
1：&/)2.3)/+435)/.+
#：6+435)/.+7/)2689:

;<1=(在植物里仅局限于韧皮部，细胞内病毒粒子含
量很低，使之难于提纯，这就限制了大量抗原的来源。我们

所构建的;<1=:>=外壳蛋白基因大肠杆菌表达载体

"#$%含有9?噬菌体启动子控制的翻译区域，当培养体系中
没有诱导物689:时，9?@A>聚合酶基因不表达，9?噬菌
体启动子不启动。当加入689:后，9?@A>聚合酶基因表
达，9?噬菌体启动子开放，位于启动子下游的;<1=:>=
$8基因得以表达。经过纯化的外壳蛋白可以作为良好的抗
原来制备抗血清，也可用于$8功能的研究。"#9B%C的9?
启动子下游有D个酶切位点：!"#6，$%& E6和’()@6。插
入$%&E6和’()@6表达的是融合蛋白，插入!"#6表达的
是非融合蛋白。本文中，$8基因插入$%&E6酶切位点，与
载体的FF个氨基酸形成融合蛋白，故而G1GB8>:#中出现
在H!I1的位置，$8本身大约HFI1左右。
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